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[57] Abstract: 

The invention relates firstly to a process for the preparation of a sweetener in 
which sucrose is converted enzymatically into a saccharide mixture which is called 
"isomerised sucrose" and has a disaccharide content of more than 85% by weight, 
then non-isomerised remaining sucrose is removed from the latter by enzymatic 
and/or H+ ion-catalysed cleavage, and this product is catalytically hydrogenated, 
the resulting mixture being subjected, preferably either before or after the 
catalytic hydrogenation, to a chromatographic separation. It also relates to 
sweeteners which have preferably been prepared by this process and which contain 
either a mixture of 10 to 50% by weight of 6- 0-a-D-glucopyranosyl-D-sorbitol (= 1. 
6 GPS) 2 to 20% by weight of 1-0-a-D- glucopyranosyl-D-sorbitol (=1.1 GPS) 30 
to 70% by weight of 1-0-a-D- glucopyranosyl-D-mannitol (=1.1 GPM) or of 5 to 10% 
by weight of 6-0-a-D- glucopyranosyl-D-sorbitol (= 1.6 GPS) 30 to 40% by weight 
of 1-0-a-D- glucopyranosyl-D-sorbitol (=1.1 GPS) 45 to 60% by weight of 1-0-a-D- 
glucopyranosyl-D-mannitol (= 1.1 GPM) 



[52] US Class: 

[51] Int'l Class: C12P001912 C12S000302 A23L0001236 C12P001924 
[52] ECLA: A23L0001236D2 C12P001912 C12P001924 



2 



O 2007 MicroPatent, LLC 






Europaisches Patentamt 
(1 9) ^111 European Patent Office 

Office europeen des brevets j EP 0 625 578 B1 



(12) EUROPAISCHE PATENTSCHRIFT 

(45) Veroffentlichungstag und Bekanntmachung des (51) intCI.^: C12P 19/24, C12S 3/02, 
Hinwelses auf die Patenterteilung: A23L 1/236 A23L 1/09 ' 

03.07.1996 P«,«b,«. ,996«7 ^23G9/04, 

(2 1 ) Anmeldenummer; 931 20934.0 C07H 1 5/04, 

C07H3/04,(C12P19/24, 

(22) Anmeldetag: 27.12.1993 C1 2R1 :01 , 1 :1 8, 1 :38, 1 :425, 

1:43) 



(54) Sussungsmittel, Verfahren zur Herstellung desselben sowie dessen Verwendung 
Sweetener, process of preparation and use thereof 
Edulcorant, son proc^d de preparation et son utilisation 



(84) 


Benannte Vertragsstaaten: 


• Vogel, iVIanfred, Dr. 




AT BE CH DE DK ES FR GB GR IT LI LU NL SE 


D-67271 Neulelningen (DE) 


(30) 


Prioritat: 06.05.1993 DE 4314961 


(74) Vertreter: Gleiss, Alf-Olav, Dr.jur. Dipl.-lng. et al 






Gleiss & Grosse 


(43) 


Veroffentlichungstag der Anmeldung: 


Patentanwaitskanzlei 




23.11.1994 Patentblatt 1994/47 


l\/taybachstrasse 6A 




Patentinliaber: SUDZUCKER 


D-70469 Stuttgart (DE) 


(73) 






AKTIENGESELLSCHAFT 


(56) Entgegenhaltungen: 




MANNHEIIVI/OCHSENFURT 


EP- A- 0 1 09 009 EP-A- 0 1 52 779 




D-68165 Mannheim (DE) 


EP-A- 0 483 755 FR- A- 2 1 79 966 


(72) 


Erfinder: 


• ALIMENTA Bd. 19, Nr. 1 , 1980 Selten 5- 16 


• 


Kunz, Marlcwart, Dr. 


SCHIWECK 'Palatinit - Herstellung, 




D-67550 Worms (DE) 


technologische Eigenschaften und Analytik 


• 


Munir, IVIohammad, Dr. 


palatinithaltiger Lebensmittel' 




D-67271 KIndenhieim (DE) 


• PATENT ABSTRACTS OF JAPAN vol. 9, no. 12 


• 


Degelmann, Hanspeter, Dipl.-lng. 


(C-261)(1735) 18. Januar 1985 & JP-A-59 162 953 




D-67549 Worms (DE) 


(SHOWA DENKO K.K.) 13. September 1984 


• 


Kowalczyk, Jorg, Dr. Dipl.-Chem. 


• CARBOHYDRATE RES. Bd. 164, 1987Selten 477 




D-67269 Grunstadt (DE) 


-485 MUNIR ET AL 


• 


Wach, Wolfgang, Dipl.-Chem. 


'1 -0-aipha-glucopyranosyl-D-fructose : 




D-38118 Braunschweig (DE) 


Darstellung aus Saccharose und ihre Reduktlon 






zu 1-O-alpha-D-glucopyranosyl-D-glucitor 



Anmerkung: Innerhalb von neun Monaten nach der Bekanntmachung des Hinweises auf die Ertellung des europaischen 
Patents kann jedermann beim Europaischen Patentamt gegen das erteilte europaische Patent Einspruch einlegen. 
Der Einspruch ist schriftlich einzureichen und zu begrunden. Er gilt erst als eingelegt, wenn die Einspruchsgebuhr 
entrichtet worden ist. (Art. 99(1) Europaisches Patentubereinkommen). 



EP 0 625 578 B1 



Beschreibung 



Die Erfindung betrifft ein neues SuGungsmittel, ein Verfahren zu dessen Herstellung sowie die Verwendung dieses 
SuBungsmittels in Nahrungs- und GenuBmitteln. 
s Da Saccharose ein kalorienreiches Nahrungsmittel ist, Zahnkaries begunstigt und fur Diabetiker ungeeignet ist, 

besteht ein Bedurfnis an anderen Su3ungsmitteln, die im Gegensalz zu synthetischen Su3stoffen wie Saccharin, Cy- 
clamat oder Aspartam keinen Nebengeschmack haben und korpergebende Elgenschaften besitzen. 

Als Su3ungsmittel wurden bislang unter anderem Maltit und Lactit sowie Isonnaltit als nicht-kariogene, kalorienarme 
SuQungsmittel vorgeschlagen. Erstere sind wegen ihrer sirupartigen Konsistenz nur begrenzt einsetzbar, wahrend 
10 letzteres bislang nicht auf wirtschafttiche Weise hergestellt warden konnte. 

Isomaltit kann z.B. gemaB DE 22 17 628 A1 uber Isomaltulose als Zwischenstufe mit anschlieBender katalytischer 
Hydrierung erhalten werden. Die Ausbeute an der Zwischenstufe Isomaltulose betragt nur 45 %, die Gesanntausbeute 
an Isomaltit liegt be! 41 %. 

Man kann zwar gemaB EP 28 900 A1 , EP 49 472 A1 und EP 91 063 A1 mit immobilisierten Bakterienzellen eine 
IS enzymatische Umwandlung der Saccharose zu Isomaltulose in einer Ausbeute von etwa 80 % ermoglichen, jedoch 
wird fur die Herstellung von Isomaltit gereinlgte Isomaltulose benotigt, so da3 auch bei diesen Verfahren eine Ausbeu- 
teminderung durch Kristallisation eintritt. 

Daruber hinaus hat Isomaltit den Nachteil, da3 es aufgrund seiner geringeren Loslichkeit zum Auskristallisieren 
in Lebensmittein neigt, wodurch z.B. Schokolade einen sandlgen Geschmack zeigt, Hartkaramellen trube werden und 
20 sich in Marmeladen Kristalle biiden. 

Es ist femer aus der DE 25 20 173 A1 bekannt, durch katalytische Reduktion von Isomaltulose in neutraler wass- 
riger Losung neben Isomaltit, also dem Glucopyranosyl-1,6-sorbit (= 1,6-GPS), auch den stereoisomeren Glucopyra- 
nosyl-1,6-mannit (= 1,6-GPM) bis zu einem Gewichtsverhaltnis von 1 : 1 zu erhalten. Aufgrund seiner geringen Los- 
lichkeit kann 1 ,6-GPM zwar leicht isoliert werden und ist als kalorienarmes, korpergebendes Produkt eine Bereicherung 
25 der Diatetik. Wegen seiner geringen Loslichkeit kristallisiert es aber noch leichter in den Lebensmittein aus als Isomaltit 
und mu3 - da die Su3kraft nur etwa 40 % der von Saccharose betragt - in hoherer Menge zum Erreichen des gleichen 
Su3ungseffektes eingesetzt werden. 

Auch Abmischungen von 1.6-GPS bzw. 1,6-GPM mit anderen Zuckeralkoholen oder Zuckem ergeben keine be- 
friedigenden Produkte. Selbst wenn man den zur Unterdruckung von Kristallisation bekannten Sorbit einsetzt, erhalt 
30 man hygroskopische, also klebrige Produkte. 

Letztlich ist in der EP 1 09 009 A1 ein Isomerisierungsprodukt, das mit Protaminobacter rubrum (CBS 574.77) aus 
Saccharose hergestellt wurde, mit der folgenden Zusammensetzung beschrieben: 
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Fructose 

Glucose 

Saccharose 

Isomaltulose 

Trehalulose 

Oligomere 



5 - 8 Gew.% a, TS-Gehalt 

2 - 5 Gew.% a. TS-Gehalt 
0 - 0.5 Gew.% a. TS-Gehalt 
65 - 72 Gew.% a. TS-Gehalt 
10-20 Gew.% a. TS-Gehalt 

3 - 6 Gew.% a. TS-Gehalt 



Ein solches Saccharidgemisch ist als diatetisches SuBungsmittel ungeeignet, da einige Komponenten kalorisch 
verwertet werden, insulinabhangigen Stoffwechsel zeigen und Zahnkaries fordern. Der Gehalt an Trehalulose Ia3t sich 
zwar auf bis zu 35 % steigern, wenn die Zuckermischung etwa 100 h mit freien oder tragerfixierten Bakterienzellen 

45 unter geeigneten Bedingungen gehalten wird. Wirtschaftlich ist dieses Verfahren jedoch nicht. 

Der Erfindung liegt daher die Auf gabe zugrunde, ein S03ungsmittel bzw. ein Verfahren zur Herstellung eines neuen 
kalorienarmen, nicht-kariogenen und fur Diabetiker geeigneten Su3ungsmittels vorzuschlagen, welches eine ange- 
nehme SuSwirkung mit guten korpergebenden Elgenschaften verbindet, in fester Form leicht und wirtschaftlich her- 
gestellt werden kann und in den anwendungsgema3en Konzentrationen nicht auskristallisiert. 

50 Zur Losung dieser Aufgabe wird daher einmal ein Verfahren zur Herstellung eines Su3ungsmittels gema3 Haupt- 

anspruch und zum anderen die vorzugsweise nach diesem Verfahren hergestellten Su3ungsmittei gema3 Anspruch 
6 bis 9 und letztlich die Verwendung dieser S03ungsmittel fur Nahrungs- und GGnu3mittel vorgeschlagen, wobei wei- 
tere Ausgestaltungen in den Unteranspruchen erwahnt sind. 

Die Erfindung beruht auf der Oberraschenden Feststellung, da3 man durch die Kombination der Verfahrensschritte 

55 von Isomerisierung der Saccharose, Entfernung von nicht isomerisierter Restsaccharose und katalytischer Hydrierung 
und vorzugsweise sowohl durch die entweder vor oder nach der Hydrierung vorgenommene chromatographische Be- 
handlung und auch insbesondere durch eine spezielle Auswahl von Baklerienstammen Su3ungsmittel mit den ge- 
wunschten Elgenschaften erhalt. 
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tm folgenden wtrd die Erfindung naher erlautert. wobei die folgenden Kurzbezeichnungen verwendet werden: 

1 .6-GPS fur 6-0-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit 
1,1 -GPS fur 1-0-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit 
s 1 ,1 -GPM fur 1 -0-a-D-Glucopyranosyl-D-mannit 

und wobei ferner festzulialten ist, daQ durch Hydrierung 



aus Isomaltose 


100% 


1.6-GPS, 


aus Isomattulose 


43-57% 


1,1 -GPM 




43-57% 


1,6-GPS und 


aus Trehalulose 


50-80% 


1,1-GPM 




20-50% 


1,1 -GPS 



IS 

erhalten werden. 

Nach dem erfindungsgenna3en Vertahren wird in einer ersten Stufe Saccharose nnit Bakterienstammen aus der 
Gruppe von Protaminobacter rubrum (CBS 57477), Serratia plymuthica (ATCC 15928). Serratia marcescens (NCIB 
8285), Leuconostocmesenteroides (NRRL-B 512 F (ATCC 1083 a)) und Erwinia r/?aponf/c/ (NCPPB 1578) isomerisiert. 

20 Danach wird in einem zweiten Verfahrensscliritt diese "Isomerisierte Saccharose" von der nicht isomerisierten 

Restsaccharose befreit. Diese ist im vorliegenden Verfahren wesentlich, wenngleich es an sich bekannt ist, reine Sac- 
charoselosungen mit Invertase und/oder einem Invertierungsharz zu einem Gemisch aus Glucose und Fructose zu 
spalten; nur war es bislang nicht bekannt, eine spezifische Spaltung der Saccharose in Gegenwart von wesentlich 
gr68eren Mengen anderer Disaccharide ohne deren Beeintrachtigung durchzuf uhren. 

2s In einem dritten Verfahrensschritt wird dann die von Restsaccharose befreite "Isomerisierte Saccharose" kataly- 

tisch hydriert, wobei ein Gemisch der folgenden Zusammensetzung erhalten wird: 





Mannit (aus Fructose) 


3bis4Gew.% 




Sorbit (aus Fructose und Glucose) 


4 bis 9 Gew.% 


30 


6-O-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit (= 1 ,6-GPS) aus Isomaltulose 


10 bis 55 Gew.% 




1 -O-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit (= 1 ,1 -GPS) aus Trehalulose 


2 bis 20 Gew.% 




1-O-a-D-Glucopyranosyl-D-mannit (= 1,1-GPM) aus Isomaltulose und Trehalulose 


30 bis 70 Gew.% 




hydrierte Oligosaccharide 


3 bis 6 Gew% 
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Saccharose 


unter 1 Gew.% 



Das Verhaltnis von GPS/GPM liegt je nach Hydrierungsbedingungen (alkalisch/neutral) bei etwa 2 : 1 bis 1 : 7. 

Da die Oligosaccharide die anwendungstechnischen, aber auch die physiologischen Eigenschaften des erhaltenen 
Produktes negativ beeinflussen konnen, werden sie zusatzlich und vorzugsweise durch chromatographische Trennung 
an Kationenaustauscherharzen bzw. Zeolithen entfernt. 

Das nach der chromatographischen Trennung resultierende Gemisch aus Sorbit, Mannit, 1,6-GPS, 1,1 -GPS und 
1,1-GPM kann in flussiger Form oder auch als trockenes, freiflieBendes Produkt als SuGungsmittel venwendet werden. 

Altemativ ist es also auch moglich, die isomerisierte Saccharose von der nicht hydrierfahigen Rest-Saccharose 
zu befreien und insbesondere Glucose, Fructose und Oligosaccharide zu entfemen, was durch chromatographische 
45 Trennung an Kationenaustauscherharzen bzw. Zeolithen bewirkt wird. 

Um das SuBungsmittel besser in Lebensmittein einzusetzen, bei denen ein hoher Trockensubstanzgehalt einzu- 
halten ist, ist es vorteilhaft, die Kristallisationsneigung des 1 ,1 -GPM durch Erhohung des 1 ,1-GPS Gehaltes zu unter- 
drucken. Dieses Ia3t sich nach einer weiteren Alternative dadurch erreichen, daS man Saccharose enzymatisch mit 
Bakterien der Art Pseudomonas mesoacidophila oder Agrobacterium radiobacter 'm wassriger Losung in ein Zucker- 
gemisch Oberf uhrt, welches uberwiegend aus Trehalulose besteht, und dieses Zuckergemisch katalytisch hydriert und 
einer Reinigung untenA/irft. Insbesondere werden die Bakterienstamme Pseudomonas mesoacidophila /WX-45 (PERM 
BP 361 9) Oder Agrobacterium radiobacter MX'232 (PERM BP 3620) eingesetzt. 

Um das erhaltene SOGungsmittel, das als Gemisch aus Sorbit, Mannit. 1 ,6-GPS, 1 , 1 -GPS und 1 ,1 -GPM in flussiger 
Form vorliegt in trockene Form zu uberfuhren, mu3 das als Losungsmittel vorliegende Wasser durch Verdampfen 
55 entfernt werden, wobei es vorteilhaft ist, zuvor den Sorbit- und Mannitgehalt auf 5 bis 0 und vorzugsweise auf 1 bis 
0% zu reduzieren; dieses laBt sich durch die chromatographische Trennung an geeigneten Kationenaustauscherhar- 
zen bzw. Zeolithen durchfOhren. 

Die erfindungsgemaB hergestellten Mischungen haben eine der Saccharose ahniiche SuBe ohne Beigeschmack; 
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die SOBkraft betragt jedoch nur 40 bis 50 %. Diese kann gegebenenfalls durch Zufugen von synthetischen SuBstoffen 
erhoht und z.B. auf die SuBkraft von Saccharose eingestelll werden, Bel Anwendung in Karamellen Oder Marmelade 
ergibt sich ein der Saccharose vergleichbarer Korper, ohne daB es zum Auskristallisieren der einzelnen Saccharide 
kommt. 

5 

Beispiel 1 : 

A. Herstellung des Biokatalysators 

10 Von einer Abimpfung des Stammes Protaminobacter rubrum (CBS 57 All) werden Zellen mtt 10 nnl eines sterilen 

Nahrsubstrates, bestehend aus 8 kg Dicksaft aus einer Zuckerfabrik (Trockensubstanzgehalt = 65 %), 2 kg Maisquell- 
wasser, 0,1 kg (NH4)2 HPO4 und 89,9 kg dest. Wasser, bei Bedarf auf pH 7,2 eingestellt, abgeschwemmt. Diese Sus- 
pension dient als Impfgut fur die Schuttelmaschlnen-Vorkultur in 1-Liter-Kolben mit 200 ml Nahrlosung obiger Zusam- 
nnensetzung. 

'5 Nach einer 30-stundigen Bebrutungszeit bei 29** C werden mit je 10 Kolben (Gesamtlnhalt 2 Liter) 18 Liter Nahr- 

losung obiger Zusammensetzung in einem 30-Liter-Kleinfermenter beimpft und be! 29" C mit 20 Liter Luft pro Minute 
und einer Ruhrgeschwindigkeit von 350 UpM fermentiert. 

Nach Erreichen von Keimzahlen Ober5 x 10^ Keimen/ml wird die Fermentation abgestellt; die Zellen werden durch 
Zentrifugation aus der Fermenterlosung abgeerntet, in einer 2%-igen Natriumalglnatlosung suspendiert und durch 
20 Eintropfen der Suspension in eine 2%-ige Calciumchloridlosung immobilisiert. 

Die entstandenen Immobltisatkugein werden mit Wasser gewaschen. Dieser Blokatalysator ist bei + 4"* C mehrere 
Wochen lagerfahlg. 

B. Herstellung der "Isomerlslerten Saccharose" 

25 

Die wie unter A erhaltenen immobilisierten Zellen werden in einen temperierbaren Saulenreaktor gefullt, auf 25 
bis 30** C temperiert und mit einer Saccharoselosung mit 35 bis 45 % TS-Gehalt kontlnulerllch durchstromt. Die 
FlleBgeschwindigkeit wird dabei so eingestellt, daB mindestens 97 % der eingesetzten Saccharose umgelagert werden. 

Eine HPLC-Analyse der aus dem Saulenreaktor austretenden "Isomerisierten Saccharose" ergab folgende Zu- 
30 sammensetzung: 



Fructose 


2,5 % a. TS 


Glucose 


2.0 % a. TS 


Saccharose 


1,0% a. TS 


Isomaltulose 


82,5 % a. TS 


Trehalulose 


9,5 % a. TS 


Isomaltose 


1,5% a. TS 


Ollgomere (DP > 3) 


1,0% a. TS. 



40 

C. Entfernung von Restsaccharose 

Die derart erhaltene "Isomerisierte Saccharose" wurde von der nicht hydrierfahigen Rest-Saccharose befreit, in- 
dem sie in einem mit H+-lonen beladenen, starksauren Kationenaustauscher bzw. mit geeigneten Enzymen in einem 
45 Saulenreaktor wie folgt behandelt wurde: 

i) Entfernung der Restsaccharose an starksauren Kationenaustauschern 

100 cm^ eines starksauren Kationenaustauschers (z.B. Lewatlt(R) OC 1052) wurden In eine geelgnete, auf 
60"* C temperlerte Glassaule eingefullt und durch Regeneration mit HCI nach bekannter Methode mit Kh'-lonen 
so beladen. 

Die nach Belsplel IB erhaltene "Isomerlslerte Saccharose" wurde mit einer FlleSrate von 100 cm^ . h""* durch 
die so vorbereitete Kationenaustauschersaule gepumpt. Das am Saulenausgang erhaltene Produkt hatte folgende 
Zusammensetzung (HPLC): 



55 
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Fructose 

Glucose 

Saccharose 

Isomaltulose 

Trehalulose 



3,0 % a* TS 
2,5 % a. TS 

82,3 % a. TS 
9,5 % a. TS 



Isomaltose 1,5 % a. TS 

Oligomere (DP 3) 1,2 % a. TS 

ii) Entfernung oder Restsaccharose durch Enzyme 

11 g einer immobillsierten Invertase (z.B. SP 362 von NOVO Nordisk, Kophenhagen) entsprechend einem 
Bettvolumen von 33 cnn^ wurden in eine geeignete, auf 60° C temperierte Glassaule eingefullt. 

Die nach Beispiel 1 8 erhaltene "Isomerisierte Saccharose" wurde mit einer FlieBrate von 210 cnn^ h-^ konti- 
nuierlich durch diese Saule gepumpt. 

Eine HPLC-Analyse des aus der "Invertasesauie" austretenden Produkts ergab folgende Zusammensetzung: 



Fructose 


3,0 % a. TS 


Glucose 


2.5 % a. TS 


Saccharose 




Isomaltulose 


82.5 % a. TS 


Trehalulose 


9.5 % a TS 


Isomaltose 


1,5% a TS 


Oligomere (DP > 3) 


1.0% a. TS 



In beiden Fallen wurde die Restsaccharose vollstandig zu Glucose und Fructose gespalten. Der Gehalt an diesen 
Monosacchariden war entsprechend hoher, wahrend die anderen Komponenten der "Isomerisierten Saccharose" nicht 
verandert wurden. 



D Hydrierung der "Isomerisierten Saccharose" 

Die jeweils von der Rest-Saccharose befreiten Ansatze der "Isomerisierten Saccharose" wurden an Raney-Nickel 
bei 80=^ C mit Wasserstoffgas unter Druck von etwa 10 MPa kontinuierlich hydriert. Nach Nickel-Abtrennung und Rei- 
nigung durch lonenaustausch hatten die Ansatze der unter neutralen Bedlngungen hydrierten 'Isomerisierte Saccha- 
rose" etwa die folgende Zusammensetzung: 



Manhit 


1.5% a. TS 


Sorbit 


4,0 % a. TS 


1.6-GPS 


44,4 % a. TS 


1,1 -GPS 


3.8 % a. TS 


1,1 -GPM 


45.3% a TS 


hydrierte und nichthydrierte Oligomere 


1.0 %a. TS 



Dieses Produkt ist zwar nach Entfernung von Wasser durch Verdampfen als S08ungsmittel einsetzbar, Ia3t sich 
jedoch wegen seiner Hygroskopizitat. besonders wegen des Oligomerenanteils nur begrenzt einsetzen, zumal die 
noch vorhandenen Oligomeren teilweise im Dunndarm unter Freisetzung von Sorbit. Mannit und insbesondere von 
Glucose und Fructose gespalten werden und somit in Lebensmittein fur Diabetiker problematisch sind. 
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Beisplel 2: 

Es wurde analog Beispiel 1 A bis C "Isomerisierte Saccharose" hergestellt, die zur Entfernung von Glucose, Fruc- 
tose undOligosacchariden vorder Hydrierung einer chromatographischen Trennbehandlung unterworfen wurde, wobei 
5 gleichzeitig ein Verlust an den Disaccharlden Isomaltulose, Isomaltose und Trehalulose vermieden werden sollte. 

Als chromatographische Trennsaule wurde ein temperierbares, mit Siebboden versehenes 10 m langes Rohr mit 
25 cm Durchmesser verwendet, das vollstandig mit Wasser befullt und anschlieBend mit einem mit Calciumionen 
beladenen starksauren Kationenaustauscherharz mit einer 4 bis 6%igen Vernetzung und einer Korngr63e von etwa 
0,4 bis 0,5 mm derart beschickt war, da3 das Harz vollstandig von Wasser bedeckt war. 
10 Die nach Beispiel 1 A und B erhaltene "Isomerisierte Saccharose" wurde nach Entfernung der Restsaccharose in 

einer Menge von etwa 18 kg (Trockensubstanz) auf die auf etwa 75** C temperierte Trennsaule aufgetragen und mit 
entionisiertem Wasser mit einer Flie3geschwindjgkeit von etwa 2 cm/min eluiert. Am Ausgang der Trennsaule wurden 
alle 10 Minuten Fraktionen gesammelt und deren Zusammensetzung mit HPLC untersucht. 

In den ersten vier Fraktionen befanden sich etwa 60 % der Oligosaccharide und ferner etwa 1 0 % der Isomaltulose 
IS und etwa 25 % der Isomaltose. Die letzten funf Fraktionen enthielten etwa 70 % der Fructose, 10 % der Trehalulose 
und 20 % der Glucose. 

Die Zusammensetzung der resultierenden "Isomerisierten Saccharose" war wie folgt: 



20 



25 



Fructose 


1.0 


% 


a. 


TS 


Glucose 


2.3 


% 


a. 


TS 


Isomaltulose 


85,1 


% 


a. 


TS 


Trehalulose 


9,8 


% 


a. 


TS 


Isomaltose 


1.3 


% 


a. 


TS 


Oligomeren 


0,5 


% 


a. 


TS 



Dutch diese Art der Trennung lassen sich immerhin etwa 60 % der Oligomeren, 70 % der Fructose und 20 % der 
Glucose entfernen, wobei man den Verlust von 10 % der Isomaltulose, 10 % der Trehalulose und 25 % der Isomaltose 
hinnehmen mu3. 

30 Das erhaltene Produkt wurde analog Beispiel 1 C hydriert und hatte folgende Zusammensetzung: 
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Mannit 


0,5% a TS 


Sorbit 


3,3% a. TS 


1,6-GPS 


43.8 % a. TS 


1,1 -GPS 


3,9% a. TS 


1,1 -GPM 


48,5 % a. TS 


Oligomere 


0,5% a. TS. 



40 Gegenuber dem Produkt nach Beispiel 1 lag der Gehalt an Sorbit und Mannit niedriger; der Anteil an hydrierten 

und nicht hydrierten Oligomeren betrug nur die Halfte. 

Beisplet 3: 

45 Es wurde analog Beispiel 2 gearbeitet, wobei jedoch jetzt die Trennsaule mil einem Zeolithen beschickt wurde, 

der ein Si/AI-Verhaltnis von etwa 50 hatte. 

Die ersten fOnf Fraktionen enthielten die gesamte Menge an Oligosacchariden, Glucose und Fructose und noch 
etwa 50 % der Isomaltose. Es traten weder Trehalulose noch Isomaltulose in diesen Fraktionen auf. Da der Isomalto- 
segehalt der "Isomerisierten Saccharose" nach Beispiel 1 bzw. 2 bei 1.5 bzw. 1,3 % a. TS llegt, gehen bei dieser 
50 Arbeitsweise nur etwa 0,8 bzw. 0,5 % der gewunschten Disaccharide verloren. Gleichzeitig werden die unerwunschten 
Oligosaccharide, Glucose und Fructose vollstandig entfernt. 

Die erhaltene "Isomerisierte Saccharose" hatte die folgende Zusammensetzung: 



Fructose 




Glucose 




Isomaltulose 


89.0 % a. TS 


Trehalulose 


10,2% a. TS 
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(fortgesetzt) 



Isomattose 


0,8% a. TS 


Oligomere 





5 

Dieses Produkt wurde analog Beispiel 1 D hydrlert und zeigte folgende Zusammensetzung: 



10 



1.6-GPS 


45,3% a TS 


1,1-GPS 


4,1 %a TS 


1,1 -GPM 


50,6 % a. TS. 



Dieses von Mannit, Sorbit und Ollgomeren befreite Produkt war ein ausgezeichnetes, kaum hygroskopisches und 
fur Diabetiker geeignetes SuBungsnnittel. 

IS 

Beispiel 4: 

Die nach Beispiel 1 erhaltene und bereits hydrierte "Isomerisierte Saccharose" wurde mit einer chromatographi- 
schen Trennsaule, wie sie in Beispiel 2 vor der Hydrierung verwendet wurde, behandelt, wobei analog etwa 18 kg a. 
2Q TS der nunmehr liydrierten "Isomerisierten Saccharose" aufgegeben und mit einer FlieBgeschwindigkeit von 2 cm/min 
eluiert wurden, Allerdings war diese Trennsaule jetzt mit einem mit Natriumionen beladenen. starksauren Kationen- 
austauscherharz beschickt. 

Die ersten drei Fraktionen enthielten die Oligomeren und etwa 4 % des 1,1 -GPM. In den weiteren Fraktionen 4 
bis 8 war der restliche Anteil an 1,1 -GPM, der gesamte Anteil an 1,1-GPS und etwa 99 % des 1,6-GPS enthalten, 
25 sowie etwa 50 % des Mannits und nur geringe Anteile des Sorblts. Aus den Massenbilanzen ergibt sich fur das Produkt 
der Fraktionen 4 bis 8 ein Gesamtgehalt von GPM und GPS von etwa 97 Gew.%. Die restlichen Anteile an 1,6 GPS, 
Mannit und Sorbit wurden in den Fraktionen ab Fraktion 9 eluiert. 

Im Vergleich mit dem Verfahren gemaB Beispiel 2, nach welchem die chromatographische Trennung mit erdalka- 
libeladenen Kationenaustauschern durchgefuhrt wurde, ergibt sich eine bessere Trennung zwischen Disaccharid- und 
Monosaccharidalkoholen, so daB mehr als 97 Gew.% der gewunschten Disaccharidalkohole im Hauptprodukt gewon- 
nen werden konnen, wahrend bei mit Calciumionen beladenen Kationenaustauschern die Ausbeute bei etwa 85 % 
liegt. Uberraschenderweise ergibt sich auch noch der weitere Vorteil, daB mehr als 90 % des als verwertbares Neben- 
produkt entstandenen Sorbits mit einer Reinheit von mehr 98 % gewonnen werden kann. 

Die Produktzusammensetzung war wie folgt: 



1.6-GPS 


46,2% a TS 


1,1-GPS 


4,1 %a TS 


1,1 -GPM 


49,6 % a TS. 



4<> Beispiel 5: 

Es wurde analog Beispiel eine chromatographische Trennung nach der Hydrierung durchgefuhrt, wobei jedoch 
jetzt eine Zeolith-Trennanfage entsprechend Beispiel 3 eingesetzt wurde. Hydrierte "Isomerisierte Saccharose" wurde 
in einer Menge von 15 bis 20 kg (Trockensubstanz) aufgetragen und mit entionisiertem Wasser eluiert. 

Die Analyse der erhaltenen Fraktionen zeigt, daB Mannit, Sorbit und Oligomere sich vollstandig in den ersten 5 
Fraktionen befinden. AuBerdem sind darin auch etwa 5 % des GPM-Anteils enthalten. Der restliche GPM, der gesamte 
1,1-GPS sowie 1,6-GPS finden sich in den Fraktionen 6 bis 16 wieder. 

Somit gelingt es. mehr als 97 % der enwOnschten Disaccharidalkohole frei von Sorbit, Mannit und Oligomeren zu 
gewinnen. 

so 

Beispiel 6: 

Zur Kristallisation der die Disaccharidalkohole enthaltenden Fraktionen wird ganz allgemein der Wassergehalt 
durch Verdampfen entfernt. Hierzu wurden diese Fraktionen z.B. die nach Beispiel 5 erhaltene Fraktion durch Ver- 
^ dampfen unter vermindertem Druck auf 90 bis 95 % Trockensubstanzgehalt auf konzentriert, auf einer gekuhlten Flache 
erstarren gelassen und anschlieBend gemahlen. Es wurde ein feinkorniges, nicht klebendes und freiflieBendes Produkt 
erhalten. 
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Wenn das SuBungsmittel in Lebensmittein mit einem hohen Trockensubstanzgehalt eingesetzt warden soli, ist es 
von Vorteil, die Kristallisationsneigung des 1,1-GPI\/I durch Erhohung des 1,1 -GPS zu unterdrOcken. Dieses wird mit 
einer weiteren Art von Bakterienstammen erreicht, wie das folgende Beispiel zelgt. 

5 Beispiel 7: 

Zur Herstellung dieses Biokatalysators wurden von einer Abimpf ung des Stammes Pseudomonas mesoacidophila 
MX-45 (FERI\^ BP 3619) Zellen mit 10 ml eines sterilen Nahrsubstrates aus 8 kg Dicksaft von einer Zuckerfabrik (Trok- 
kensubstanzgehalt = 65 %), 2 kg Maisquellwasser, 0,1 kg (NH4)2 HPO4 und 89.9 kg destilliertem Wasser auf einen 

10 pH-Wert von 7,2 eingestellt, abgeschwemmt. Diese Suspension dient als Impf gut fur eine Schuttelmaschinen-Vorkultur 
in einem 1 -Liter-Kolben mit 200 ml der Nahrlosung. 

Nach einer 30-stundigen Bebrutung bei 29** C wurden mit je 1 0 Kolben (Gesamtinhalt 2 Liter) 18 Liter Nalirlosung * 
obiger Zusammensetzung in einem 30-Liter-Kleinfermenter beimpft und bei 29" C mit 20 Liter Luft pro Minute und 
einer Ruhrgeschwindigkeit von 350 Upm fermentiert. 

IS Nach Erreichen von Keimzahlen uber 5x10^ Keimen/ml wurde die Fermentation abgestellt, die Zellen durch 

Zentritugation aus der Fermenterlosung abgeerntet, in einer 2%-igen Natriumalginatlosung suspendiert und durch 
Eintropfen der Suspension in eine 2%-ige Calciumchloridlosung Immobilisiert. Die entstandenen Immobilisatkugein 
wurden mit Wasser gewaschen. Dieser Biokatalysator ist bei +4** C mehrere Wochen lagerfahig. 

Zur Herstellung von "Isomerisierter Saccharose" wurden die derart erhaltenen immobilisierten Zellen von Pseu- 

20 domonas mesoacidophila MX-45 (PERM BP 361 9) in einen temperierbaren Saulenreaktor gef ullt, auf etwa 25 bis 30" 
C temperiert und mit einer Saccharoselosung mit etwa 35 bis 45 % TS-Gehalt kontinuierlich durchstromt. Die 
FlieBgeschwindigkeit wurde dabej so eingestellt, da3 mindestens 97 % der eingesetzten Saccharose umgelagert wur- 
den. 

Eine HPLC-Analyse der aus dem Saulenreaktor austretenden "Isomerisierten Saccharose" ergab folgende Zu- 
25 sammensetzung: 



Fructose 


0,2 


% 


a. 


TS 


Glucose 


0,2 


% 


a. 


TS 


Saccharose 


1.0 


% 


a. 


TS 


Isomaltulose 


12,5 


% 


a. 


TS 


Isomaltose 


0,2 


% 


a. 


TS 


Trehalulose 


85.7 


% 


a. 


TS 


Ollgomere (DP > 3) 


0,2 


% 


a. 


TS 



35 

Die derart hergestellte "Isomerisierte Saccharose" wurde analog Beispiel 1 zunachst von der nicht hydrierfahigen 
Rest-Saccharose befreit und an Raney-Nickel bei etwa 80" C mit Wasserstoffgas unter Druck bei 8 bis 12 MPa kon- 
tinuierlich hydriert. 

Nach Nickel-Abtrennung und Reinigung durch lonenaustausch hatte die unter neutralen Bedingungen hydrierte 
40 'Isomerisierte Saccharose" die folgende Zusammensetzung: 



Mannit 


0.4 % a. TS 


Sorbit 


1,0% a TS 


1,1 -GPM 


57,7 % a. TS 


1.1 -GPS 


34,4 % a. TS 


1.6-GPS 


6,4% a. TS 


hydrierte und nicht-hydrierte Ollgomere 


0,2% a. TS 



so Urn die hydrierten und nicht hydrierten Oligomeren sowie Sorbit durch chromatographische Trennung aus dem 

Produkt zu entfernen, wurde die chromatographische Trennung nach der Hydrierung mit einer chromatographischen 
Trennsaule gemaQ Beispiel 4, also mit einem mit Natrium- bzw. Kaliumionen beladenen starksauren Kationenaus- 
tauscherharz durchgefuhrt. 

Die Analyse der erhaltenen Fraktionen zeigt, da3 die ersten 3 Fraktionen die Oligomeren und ca. 4 % des GPM 
55 enthaiten. In den Fraktionen 4 bis 8 ist der restliche GPM, der gesamte 1,1 -GPS und etwa 99 % des 1,6-GPS sowie 
etwa 50 % des Mannits enthaiten. Der restliche 1.6-GPS sowie Sorbit und Mannit werden in den Fraktionen ab Nr. 9 
eluiert. 
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Belspiel 8: 

Zur Feststellung der relativen SuBkraft wurden in einem Dreieckstest von jeweils 15 Versuchspersonen folgende 
Losungen miteinander verglichen: 

a) Zwei 7 %ige Saccharoselosungen gegen eine 1 5,5 %ige Losung des neuen SuBungsmittels gemaB Beispiel 3. 

b) Zwei 7 %lge Saccharoselosungen gegen eine 17.5 %ige Losung dieses neuen SOBungsnnlttels. 

c) Zwei 7 %lge Saccharoselbsungen gegen eine 18,5 %lge Losung dieses neuen Su3ungsmlttels. 

Beim Test a) wurde von sechs Personen das neue SG3ungsnnittel herausgefunden: Kein statistisch gesicherter 
Unterschled zu den Saccharoselosungen. 

Beim Test b) wurde von zwolf Personen das neue S03ungsmittel als "su3er' herausgefunden: Statistisch gesi- 
cherter Unterschied mit p = 0,99. 

Beim Test c) wurde ebenfalls von zwolf Personen das neue SuBungsmlttel als "suBer" herausgefunden: Statistisch 
gesicherter Unterschied mit p = 0,99. 

Die SuBkraft des erfindungsgemaBen SuBungsmittels betragt 45 % der Saccharose. Zur Anhebung der SuBkraft 
laBt sich das neue SuBungsmittel mit Fructose, Xylit, Saccharin, Cyclamat, Aspartam oder Acesulfam-K mischen. 

Belspiel 9: 

Zur Herstellung von Speiseeis mit dem neuen SuBungsmittel wurden 22,1 kg sOBe Sahne (40 % Fett i. Trocken- 
masse), 58,1 kg Vollmilch (3,7 % Fett i.T) und 4,5 kg Magermilchpulver mit 1 5 kg des SuBungsmittels gemaB Beispiel 
3 und 0,3 kg Stabillsator vermischt, homogenlsiert und sterilislert. Nach der Sterilisation wurden 53 g tein gemahlener 
Phenylalaninasparaglnsauremethylester der Eismasse zugesetzt, verruhrt, aufgeschlagen und gefroren. Das Produkt 
hat die gleiche SOBe und den gleichen Geschmack, wie mit 15 kg Zucker hergestelltes Speiseeis. 

Bel Frucht-Eiskrem ist es sogar von Vortell, auf eine AufsuBung zu verzichten, da das neue SuBungsmittel den 
Fruchtgeschmack wesentlich besser zur Geltung bringt. 

Belspiel 10: 

Zur Herstellung einer kalorienarmen Erdbeerkonfiture wurden 1 kg zerkleinerte Erdbeeren zusammen mit 1 kg 
des neuen SuBungsmittels gemaB Beispiel 3 und 8 g eines mittelveresterten Pektins mit 150** SAG-USA (Ullmann, 
Enzyklopadie der technischen Chemie. 3. Auflage, Bd. 13. S. 180) sowie 7 g Weinsaure, drei Minuten lang gekocht 
und in vorbereitete G laser abgef Gilt. 

Ein Vergleich mit einer mit Zucker hergestellten Konfiture zeigte keinen Unterschied bezugllch Konsistenz, die 
SOBe war etwas geringer, dafOr jedoch der Erdbeergeschmack spOrbar starker. Nach Lagerung von sechs Monaten 
Dauer zeigte sIch kelne Kristallisatlonsneigung des SOBungsmittels. 



Patentanspruche 

1 . Verfahren zur Herstellung eines SOBungsmittels mit einem Gehalt an 6-0-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit (= 1 .6 GPS) 
durch enzymatlsche Umwandlung von Saccharose in eIn vorwiegend Isomaltulose enthaltendes Produkt und spa- 
tere Hydrierung zu 1 ,6 GPS und 1 -0-a-D-Glucopyranosyl-D-mannit (=1 ,1 GPM) enthaltenden Produklen, dadurch 
gekennzeichnet, daB man 

a) in einem ersten Verfahrensschritl Saccharose enzymatisch in ein als "isomerisierte Saccharose" bezeich- 
netes. Trehalulose und Isomaltulose enthaltendes Saccharidengemisch mit einem Disaccharidanteil von mehr 
als 85 Gew.% umwandelt, 

b) in einem zweiten Schritt die "isomerisierte Saccharose" von nicht isomerisierter Restsaccharose durch 
enzymatische und/oder H+-katalysierte Spaltung bef reit, 

c) in einem weiteren Verfahrensschritt die "isomerisierte Saccharose" katalytisch hydriert, wobei vorzugsweise 

d) entweder vor oder nach der katalytischen Hydrierung das erhaltene Gemlsch einer chromatographischen 
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Trennung unterworfen wird, 

e) und ein Gemisch isoliert, das 6-0-a-D-GlucopyranosYI-D-sorbit (=1.6 GPS) 1-0-a-D-Glucopyranosyl-D- 
sorbit (=1.1 GPS) und 1-0-a-D-Glucopyranosyl-D-mannit (=1,1 GPM) enthalt. 

5 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB man die enzymatische Umwandlung der Saccharose 
mit Bakterienstammen aus der Gruppe von Protaminobacter rubrum (CBS 574.77) , Serratia plymuthica (ATCC 
15928) , Serratia marcescens (NCIB 8285), Leuconostoc mesenteroides (NRRL-B 512 F (ATCC 1083a)) und Er- 
winia r/?aponf/c/ (NCPPB 1578) durchfuhrt, und ein Gennisch aus 10 - 50 Gew.% 6-0-a-D-G!ucopyranosyl-D-sorbit 

10 (=1, 6 GPS) und 2 bis 20 Gew.% 1 -0-a-D-Glucopyranosyl-D-sortit (=1,1 GPS) und 30 bis 70 Gew % 1-0-a-D- 

Glucopyranosyl-D-mannit (=1,1GPI\^) isoliert. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB man die enzymatische Umwandlung der Saccharose 

mit Bakterien der Art Pseudomonas mesoacidophila oder Agrobacterium radiobacter ln wassriger Losung durch- 
is f uhrt und ein Gemisch aus 5 bis 1 0 Gew.% 6-0-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit (=1 ,6 GPS), 30 bis 40 Gew.% 1 -0-a- 

D-Glucopyranosyl-D-sorbIt (=1,1 GPS) und 45 bis 60 Gew.% 1-0-a-D-Glucopyranosyl-D-mannit (=1,1 GPM) iso- 
liert. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB man die enzymatische Umwandlung der Saccharose 
20 mit den Bakterienstammen Pseudomonas mesoacidophila MX^5 (PERM BP 361 9) Oder Agrobacterium radiob- 

acferMX-232 (PERM BP 3620) durchfuhrt. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB man die chromatographische Trennung zur 
Entfernung der in der Mischung enthaltenen Oligosaccharidalkohole und/oder Monosaccharidalkohole an mit Na- 

25 trium-, Kalium- oder calcium-lonen beladenen, starksauren Kationenaustauscherharzen oder an Zeolithen mit ei- 

nem Si/AI-Verhaltnis > 50 durchfuhrt. 

6. SuBungsmittelmiteinemGehaltan 1,6GPSund 1,1 GPM, insbesondere hergestellt nach einem Verfahren gemaB 
Anspruch 1 , 2 und 5, dadurch gekennzeichnet, daB es ein Gemisch aus 

30 

10 bis 50 Gew.% 6-O-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit (= 1,6 GPS) 

2 bis 20 Gew.% 1 -O-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit (= 1,1 GPS) 

30 bis 70 Gew.% 1-O-a-D-Glucopyranosyl-D-mannit (= 1,1 GPM) enthalt. 

35 7. SuBungsmittel nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB es 

25 bis 50 Gew.% 1,6 GPS 
2 bis 20 Gew.% 1,1 GPS 
35 bis 60 Gew.% 1,1 GPM 

40 

enthalt. 

8. SuBungsmittel, insbesondere hergestellt nach dem Verfahren gemaB Anspruch 1 und 3 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es ein Gemisch aus 

4$ 

5 bis 10 Gew.% 6-O-a-D-Glucopyranosyi-D-sorbit (= 1,6 GPS) 
30 bis 40 Gew.% 1-O-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit (=1,1 GPS) 
45 bis 60 Gew.% 1-O-a-D-Glucopyranosyl-D-mannit (= 1,1 GPM) 

so enthalt. 

9. SuBungsmittel nach Anspruch 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB es gerlnge Mengen Mannit, Sorbit, hydrierte 
Oder nicht hydrierte Oligosaccharide (Polymerisationsgrad, DP ^ 3) oder Gemische dieser enthalt. 



ss 10. Venwendung von SuBungsmitteIn nach einem der AnsprOche 6 bis 9 in fester oder flussiger Form als SuBungsmittel 
fur Nahrungs- und GenuBmittel. 
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Claims 

1. Method tor producing a sweetening agent having a content of 6-O-a-D-glucopyranosyl-D-sorbitol (= 1 ,6 GPS) by 
enzymatically converting saccharose into a product containing mainly isomaltulose, and later hydrogenation to 

5 form products containing 1 ,6 GPS and 1 -O-a-D-glucopyranosyl-D-mannitol (=1.1 GPM). characterised in that 

a) in a first method step, saccharose is enzymatically converted into a saccharide mixture, which is termed 
"isomerised saccharose" and contains trehalulose and isomaltulose, having a disaccharide portion of more 
than 85% by weight. 

b) in a second step the • isomerised saccharose" is freed from non-isomerised remaining saccharose by en- 
zymatic and/or H+-catalysed dissociation, 

c) in a further method step the "isomerised saccharose" is catalytically hydrogenated, in which case preferably 

d) either before or after the catalytic hydrogenation, the mixture which is obtained is subjected to chromato- 
graphic separation, 

e) and a mixture is isolated which contains 6-0-a-D-glucopyranosyl-D-sorb(tol (= 1 ,6 GPS), 1 -O-a-D-glucop- 
yranosyl-D-sorbitol (= 1.1 GPS) and 1-O-a-D-glucopyranosyl-D-mannitol (=1.1 GPM). 

2. Method according to claim 1 , characterised in that the enzymatic conversion of the saccharose is carried out with 
bacteria strains from the group of Protaminobacterrubrum (CBS 574.77), Sermtia pfymuthica (ATTG 15928), Ser- 

20 ratia marcescens (NCI B 8285), Leuconostoc mesenteroides (NRRL-B 51 2 F (ATGC 1 083a)) and Erwinia rhapontici 

(NGPPB 1578), and a mixture of 10 to 50% by weight 6-O-a-D-glucopyranosyl-D-sorbitol (= 1.6 GPS) and 2 to 
20% by weight 1 -O-a-D-glucopyranosyl-D-sorbitol (=1.1 GPS) and 30 to 70% by weight 1 -O-a-D-glucopyranosyl- 
D-mannitol (= 1.1 GPM) is isolated. 

25 3. Method according to claim 1 , characterised in that the enzymatic conversion of the saccharose is carried out with 
bacteria of the type Pseudomonas mesoacidophila or Agrobacterium radiobacterln aqueous solution, and a mix- 
ture of 5 to 10% by weight 6-O-a-D-glucopyranosyl-D-sorbitol (= 1 ,6 GPS), 30 to 40% by weight 1 -O-a-D-glucop- 
yranosyl-D-sorbitol (= 1,1 GPS) and 45 to 60% by weight 1-O-a-D-glucopyranosyl-D-mannitol (= 1.1 GPM) is 
isolated. 

30 

4, Method according to claim 3, characterised in that the enzymatic conversion of the saccharose is carried out with 
the bacteria strains Pseudomonas mesoacidophila MX-45 (PERM BP 3619) or Agrobacterium radiobacter t^X- 
232 (PERM BP 3620). 

55 5. Method according to claims 1 to 4, characterised in that the chromatographic separation for removing the oligosac- 
charide alcohols and/or monosaccharide alcohols contained in the mixture is carried out on strongly acidic cationic 
exchanger resins charged with sodium ions, potassium ions or calcium ions, or on zeolites having a Si/AI ratio of 
>50. 

40 6. Sweetening agent having a content of 1,6 GPS and 1,1 GPM, in particular produced according to a method in 
accordance with claims 1 , 2 and 5, characterised in that it contains a mixture of 

10 to 50% by weight 6-O-a-D-glucopyranosyl-D-sorbitol (= 1,6 GPS) 
2 to 20% by weight 1-O-a-D-glucopyranosyl-D-sorbitol (=1.1 GPS) 
4S 30 to 70% by weight 1 -O-a^D-glucopyranosyl-D-mannitol (=1,1 GPM). 

7. Sweetening agent according to claim 6, characterised in that it contains 

25 to 50% by weight 1 ,6 GPS 
so 2 to 60% by weight 1 , 1 GPS 

35 to 60% by weight 1,1 GPM. 

8. Sweetening agent, in particular produced according to the method in accordance with claims 1 and 3 to 5, char- 
acterised in that it contains a mixture of 

55 

5 to 10% by weight 6-O-a-D-glucopyranosyl-D-sorbitol (= 1,6 GPS) 
30 to 40% by weight 1-O-a-D-glucopyranosyl-D-sorbitol (= 1,1 GPS) 
45 to 60% by weight 1-O-a-D-glucopyranosyl-D-mannitol (=1,1 GPM). 
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9. Sweetening agent according to claims 6 to 8. characterised in that it contains small amounts of mannitol, sorbitol, 
hydrogenated or non-hydrogenated oligosaccharide (degree of polymerisation, DP ^ 3) or mixtures of these. 

10. Use of sweetening agents according to one of the claims 6 to 9 in solid or liquid form as a sweetening agent for 
s foodstuffs and luxury foods. 



Revendicatlons 

10 1. Proc6d6 de fabrication d'un 6dulcorant ayant une teneur en 6-0-a-D-glucopyranosyl-D-sorbite (= 1,6 GPS), par 
conversion enzymatique de la saccharose en un produit contenant princlpalement de Tisomaltulose et hydroge- 
nation ult6rleure pour donner des prodults contenant du 1 ,6 GPS et de la 1 -0-a-glucopyranosyl-D-mannite (=1,1 
GPM), caractdrisd en ce que 

a) lors d'une premiere 6tape du proc6d6, on convertit la saccharose par voie enzymatique en un melange de 
saccharides contenant de la tr^halulose et de Tisomaltulose, ddnommd "saccharose isom^risde" ayant une 
proportion de disaccharides supdrieure k 85 % en polds. 

b) lors d'une deuxifeme 6tape. la "saccharose isom6ris6e" est d6barrass6e de la saccharose restante non 
20 isom6ris6e par dissociation enzymatique et/ou catalys6e par H+, 

c) lors d'une etape ulterieure du procede, la "saccharose isomeris^e" est hydrog^n^e de fagon catalytique, 
ou de prSfSrence 

25 d) le melange obtenu est soumis soit avant solt apr§s hydrog6nation catalytique. k une separation chroma- 

tographique. 

e) et il est isol6 un melange contenant la 6-0-a-D-glucopyranosyl-D-sorblte (= 1,6 GPS), la 1 -O-a-D-gluco- 
pyranosyl-D-sorbite (=1,1 GPS) et la 1-0-a-D-glucopyranosyl-D-mannite (= 1,1 GPM). 

30 

2. Proced6 selon la revendication 1 , caract6rise en ce que Ton conduit la conversion enzymatique de la saccharose 
avec des souches bact6riennes issues du groupe de Protaminobacter rubum (CBS 574.77), Serratia plymuthica 
(ATCC 15928), Serratia marcescens (NCB 8285), Leuconostoc meser^teroldes (NRRL-B 512 F (ATCC 1083a)) et 
Erwinia rhapontici {NCPPB 1578), et on isole un melange constitu6 de 10 k 50 % en poids de 6-0-a-D-glucopy- 

35 ranosyi-D-sorbite (= 1 ,6 GPS) et 2 ^ 20 % en poids de 1 -0-a-D-glucopyranosyl-D-sorbite (= 1 ,1 GPS) et 30 ^ 70 

% en poids de 1-0-a-D-glucopyranosyl-D-mannite (= 1,1 GPM). 

3. Proc6d6 selon la revendication 1, caract6rls6 en ce qu'on conduit la conversion enzymatique de la saccharose 
avec des bacteries du type Pseudomonas mesoacidophila ou Agrobacterium radiobacter, en solution aqueuse, 

40 et I'on isole un melange constitu6 de 5 ^ 10 % en poids de 6-0-a-D-gIucopyranosyl-D-sorbite (= 1,6 GPS), 30 h 

40 % en poids de 1 -0-a-D-glucopyranosyl-D-sorbite (= 1 , 1 GPS) et 45 k 60 % en poids de 1 -0-a-D-glucopyranosyl- 
D-mannite (=1,1 GPM). 

4. Proc6d6 selon la revendication 3, caracteris6 en ce que Ton conduit la conversion enzymatique de la saccharose 
45 avec les souches bactdriennes Pseudomonas mesoacidophila MX-JS (PERM BP 361 9) ou Agrobacterium radio- 

bacter MX'232 (PERM BP 3620). 

5. Procddd selon les revendicatlons 1 k 4, caract6ris6 en ce que Ton effectue la separation chromatographique visant 
k eiiminer les alcools d'oligosaccharides contenus dans le melange et/ou les alcools de monosaccharides sur des 

so r6sines 6changeuses de cations charg6es en ions sodium, potassium ou calcium, fortement acides, ou bien sur 

des z6olithes ayant un rapport Si/AI > 50. 

6. Edutcorant ayant une teneur en 1 .6 GPS et 1 ,1 GPM, fabriqu6 en particulier suivant un proc6d6 selon les reven- 
dicatlons 1 , 2 et 5, caracterisd en ce qu'il contient 
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de 10 ^ 50 % en poids de 6-0-a-D-glucopyranosyl-D-sorbite (= 1 ,6 GPS) 



de 2 ^ 20 en poids de 1-0-a^D-glucopyranosyl-D-sorbite (=1,1 GPS) 
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de 30 & 70 % en pois de 1 -0-a-D-glucopyranosyl-D-mannite (=1,1 GPM). 

7. Edulcorant selon la revendication 6, caract6rise en ce qu'il contient 
s 25 ^ 50 % en poids de 1 ,6 GPS, 

2 k 20% en poids de 1 .1 GPS 
35 h 60 % en poids de 1 .1 GPM. 

10 

8. Edulcorant, en particulier fabriqu6 suivant le proc6d6 selon les revendications 1 et 3 & 5, caract6ris6 en ce qu'il 
contient un nn6lange constltu6 de 

de 5 ^ 10 % en poids de 6-0-a-D-glucopyranosyl-D-sorblte (= 1 ,6 GPS) 

IS 

de 30 & 40 % en poids de 1 -0-a-D-glucopyranosyl-D-sorbite (=1,1 GPS) 

de 45 k 60 % en pois de 1-0-a-D-giucopyranosyl-D-mannite (=1.1 GPM). 

20 9. Edulcorant selon les revendications 6^8. caract6ris6 en ce qu'il contient de faibles quantites de mannite, sorbite, 
d'oligosaccharides hydrog6n6es ou non hydrog6n6es (degre de polymerisation, DP > 3) ou bien des melanges 
de ces produits. 

10. Utilisation d'6dulcorant selon Tune des revendications 6^9, sous forme solide ou liquide comme Edulcorant pour 
25 des produits alimentaires et de consommation. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein neues Suliungsmittel, ein Verfahren zu dessen Herstellung sowle die Verwendung 
dieses Sufiungsmittels in Nahrungs- und GenuRmitteln. 

5 [0002] Da Saccharose ein kalohenrelches Nahrungsmittel ist, Zahnkaries begunstigt und fur Diabetiker ungeeignet 
ist, besteht ein Bedurfnis an anderen Suflungsmittein, die im Gegensatz zu synthetischen Suftstoffen wie Saccharin, 
Cyclannat oder Aspartam keinen Nebengeschmack haben und korpergebende Elgenschaften besitzen. 
[0003] Als Sufiungsmittel wurden bislang unter anderem Maltit und Lacttt sowie Isomaltit als nicht-kariogene, kalo- 
rienamne Sufiungsmittel vorgeschlagen. Erstere sind wegen ihrer sirupartigen Konsistenz nur begrenzt einsetzbar, 

10 wahrend letzteres bislang nicht auf wirtschaftliche Weise hergestellt werden konnte. 

[0004] Isomaltit kann z.B. gemad DE 2217 628 A1 uber Isomaltulose als Zwischenstufe mit anschliefiender kataly- 
tischer Hydrierung erhalten werden. Die Ausbeute an der Zwischenstufe Isomaltulose betragt nur 45 %, die Gesamt- 
ausbeute an Isomaltit liegt bei 41 %. 

[0005] Man kann zwar gemaR EP 28 900 A1 , EP 49 472 A1 und EP 91 063 A1 mit immobilisierten Bakterienzellen 
15 eine enzymatlsche Umwandlung der Saccharose zu Isomaltulose in einer Ausbeute von etwa 80 % ermoglichen, jedoch 
wird fur die Herstellung von Isomaltit gereinigte Isomaltulose benStigt. so daQ> auch be! diesen Verfahren eine Ausbeu- 
teminderung durch Kristallisation eintritt. 

[0006] Daruber hinaus hat Isomaltit den Nachteil, dad es aufgrund seiner geringeren Loslichkeit zum Auskristallisie- 
ren in Lebensmittein neigt, wodurch z.B. Schokolade einen sandigen Geschmack zeigt, Hartkaramellen trube werden 

20 und sich in Marmeladen Kristalle bilden. 

[0007] Es ist femer aus der DE 25 20 173 A1 bekannt, durch katalytische Reduktion von Isomaltulose in neutraler 
wassriger Losung neben Isomaltit, also dem Glucopyranosyl-1 ,6-sorbit (= 1,6-GPS), auch den stereoisomeren Gluco- 
pyranosyl-1 ,6-mannit (= 1,6-GPM) bis zu einem Gewichtsverhaltnis von 1 : 1 zu erhalten. Aufgrund seiner geringen 
Loslichkeit kann 1,6-GPM zwar leicht isoliert werden und ist als kalorienarmes, korpergebendes Produkt eine Berei- 

25 cherung der Diatetik. Wegen seiner geringen Loslichkeit kristallisiert es aber noch leichter in den Lebensmittein aus 
als Isomaltit und muli - da die Sulikraft nur etwa 40 % der von Saccharose betrSgt - in hoherer Menge zum Erreichen 
des gleichen Suliungseffektes eingesetzt werden. 

[0008] Auch Abmischungen von 1 ,6-GPS bzw. 1 ,6-GPM mit anderen Zuckeralkoholen oder Zuckem ergeben kelne 
befriedigenden Produkte. Selbst wenn man den zur Unterdruckung von Kristallisation bekannten Sorbit einsetzt, erhSIt 
30 man hygroskopische, also klebrige Produkte. 

[0009] Letztlich ist In der EP 109 009 A1 ein Isomerisierungsprodukt, das mit Protaminobacter rubrum (CBS 574.77) 
aus Saccharose hergestellt wurde, mit der folgenden Zusammensetzung beschrieben: 



35 



40 



Fructose 


5 - 8 Gew.% a. TS-Gehalt 


Glucose 


2 - 5 Gew.% a. TS-Gehalt 


Saccharose 


0 - 0,5 Gew.% a TS-Gehalt 


Isomaltulose 


65 - 72 Gew.% a. TS-Gehalt 


Trehalulose 


10-20 Gew.% a TS-Gehalt 


Oligomere 


3 - 6 Gew.% a. TS-Gehalt 



[0010] Ein solches Saccharidgemisch ist als diStetisches Suliungsmittel ungeeignet, da einige Komponenten kalo- 
risch verwertet werden, insulinabh^ngigen Stoffwechsel zeigen und Zahnkaries fordern. Der Gehalt an Trehalulose 
lafit sich zwar auf bis zu 35 % steigern, wenn die Zuckermischung etwa 100 h mit freien oder trMgerfixierten Bakteri- 

45 enzellen unter geeigneten Bedingungen gehalten wird. Wirtschaftlich Ist dieses Verfahren jedoch nicht. 

[0011] Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein Suliungsmittel bzw ein Verfahren zur Herstellung eines 
neuen kalorienarmen, nicht-kariogenen und fur Diabetiker geeigneten Sufiungsmittels vorzuschlagen, welches eine 
angenehme Sufiwirkung mit guten korpergebenden Eigenschaften verbindet, In fester Form leicht und wirtschaftlich 
hergestellt werden kann und In den anwendungsgemafien Konzentrationen nicht auskristallisiert. 

50 [0012] Zur LGsung dieser Aufgabe wIrd daher einmal ein Verfahren zur Herstellung eines Suliungsmittels gemali 
Hauptanspruch und zum anderen die nach diesem Verfahren hergestellten Suliungsmittel gemali Anspruch 3 bis 5 
und letztlich die VenA/endung dieser Suliungsmittel fur Nahrungs- und Genulimitlel vorgeschlagen, wobel weltere Aus- 
gestaltungen in den Unteranspruchen enA/dhnt sind. 

[0013] Die Erfindung beruht auf der uberraschenden Feststellung, dali man durch die Kombinatlon der Verfahrens- 
55 schritte von Isomerisierung der Saccharose, Entfernung von nicht Isomerlsierter Restsaccharose und katalytischer 
Hydrierung und vorzugswelse sowohl durch die entweder vor oder nach der Hydrierung vorgenommene chromatogra- 
phische Behandlung und auch durch eine spezlelle Auswahl von Bakterienstdmmen SQfiungsmittel mit den gewQnsch- 
ten Elgenschaften erhdit. 
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[0014] Im folgenden wird die Erfindung nSher erISutert, wobei die folgenden Kurzbezeichnungen verwendet werden: 

1 ,6-GPS fur 6-0-a-D-Glucopyranosyl-D-sorblt 
1,1-GPS fur 1-0-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit 
1,1-GPI\/I fur 1-0-a-D-Glucopyranosyl-D-mannit 

und wobei femer festzuhalten 1st, dafi durch Hydrierung 



aus Isomaltose 


100% 


1,6-GPS. 


aus Isomaltulose 


43-57% 


1,1-GPIVI 




43-57% 


1,6-GPS und 


aus Trehalulose 


50-80% 


1,1 -GPM 




20-50% 


1,1-GPS 



erhalten werden. 

[0015] Nach dem erfindungsgemafien Verfahren wird in einer ersten Stufe Saccharose mit immobilisierten Bakteri- 
enstammen aus der Gruppe von Protaminobacter rubrum (CBS 574.77), Serratia plymuthica (ATCC 15928), Sermtia 
marcescens (NCIB 8285), Leuconostocmesenteroides (NRRL-B 512 F (ATCC 1083 a)) und Erwinia rhapontici (liCPPB 
1578) isomerisiert. 

[001 6] Danach wird in einem zweiten Verfahrensschritt diese "Isomerlsierte Saccharose" von der nicht isomerisierten 
Restsaccharose befrelt. Diese ist im vorliegenden Verfahren wesentlich, wenngleich es an sich bekannt ist, reine Sac- 
charoselosungen mit Invertase und/oder einem Invertierungsharz zu einem Gemisch aus Glucose und Fructose zu 
spalten; nur war es bislang nicht bekannt, eine spezifische Spaltung der Saccharose in Gegenwart von wesentlich 
grofteren Mengen anderer Disaccharide ohne deren Beeintrachtigung durchzufiihren. 

[0017] In einem dritten Verfahrensschritt wird dann die von Restsaccharose befreite "Isomerisierte Saccharose" ka- 
talytisch hydriert, wobei ein Gemisch der folgenden Zusammensetzung erhalten wird: 



Mannit (aus Fructose) 


3 bis 4 Gew.% 


Sorbit (aus Fructose und Glucose) 


4 bis 9 Gew,% 


6-0-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit (= 1,6-GPS) aus Isomaltulose 


10 bis 55 Gew.% 


1-0-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit (= 1,1-GPS) aus Trehalulose 


2 bis 20 Gew.% 


1-0-a-D-Glucopyranosyl-D-mannit (= 1,1 -GPM) aus Isomaltulose und Trehalulose 


30 bis 70 Gew.% 


hydrierte Oligosaccharide 


3 bis 6 Gew.% 


Saccharose 


unter 1 Gew.% 



[0018] Das Verhaitnis von GPS/GPI\/I liegt je nach Hydrierungsbedingungen (alkalisch/neutral) bei etwa 2 : 1 bis 1 : 7. 
[0019] Da die Oligosaccharide die anwendungstechnischen, aber auch die physiologischen Eigenschaften des er- 
haltenen Produktes negativ beeinflussen konnen, werden sie zusStzlich und vorzugsweise durch chromatographische 
Trennung an Kationenaustauscherharzen bzw. Zeolithen entfernt. 

[0020] Das nach der chromatographischen Trennung resultierende Gemisch aus Sorbit, Mannit, 1 ,6-GPS, 1 ,1-GPS 
und 1,1-GPM kann in flussiger Form oder auch als trockenes, freiflieliendes Produkt als SuRungsmittel venwendet 
werden. 

[0021] Alternativ ist es also auch moglich. die isomerisierte Saccharose von der nicht hydrierfahigen Rest-Saccha- 
rose zu befreien und insbesondere Glucose, Fructose und Oligosaccharide zu entfemen, was durch chromatographi- 
sche Trennung an Kationenaustauscherharzen bzw. Zeolithen bewirkt wird. 

[0022] Um das Suflungsmittel besser in Lebensmittein einzusetzen, bei denen ein hoher Trockensubstanzgehalt 
einzuhalten ist, ist es vorteilhaft, die Kristallisationsneigung des 1,1-GPM durch Erhohung des 1,1-GPS Gehaltes zu 
unterdrQcken. 

[0023] Um das erhaltene SuUungsmittel, das als Gemisch aus Sorbit, Mannit, 1,6-GPS, 1,1-GPS und 1,1-G PM in 
flussiger Form vorliegt in trockene Form zu uberfuhren, muH das als Losungsmittel vorliegende Wasser durch Ver- 
dampfen entfernt werden, wobei es vorteilhaft Ist, zuvor den Sorbit- und Mannitgehalt auf 5 bis 0 und vorzugsweise 
auf 1 bis 0% zu reduzieren; dieses laflt sich durch die chromatographische Trennung an geelgneten Kationenaustau- 
scherharzen bzw. Zeolithen durchfuhren. 

[0024] Die erfindungsgemSl^ hergestellten Mischungen haben eine der Saccharose dhnliche SuHe ohne Beige- 

schmack; die Sulikraft betr^gt jedoch nur 40 bis 50 %. Diese kann gegebenenfalls durch Zufugen von synthetischen 
Sufistoffen erhoht und z.B. auf die Sulikraft von Saccharose eingestellt werden. Bei Anwendung in Karamellen oder 
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Marmelade ergibt sich ein der Saccharose vergleichbarer Korper. ohne dali es zum Auskristallisieren der einzelnen 
Saccharide kommt. 

Beispiel 1: 

5 

A. Herstellung des Biokatalysators 

[0025] Von einer Abimpfung des Stammes Protaminobacter rubrum (CBS 574.77) werden Zellen mit 10 ml eines 
sterilen NShrsubstrates, bestehend aus 8 kg DIcksaft aus einer Zuckerfabrik (Trockensubstanzgehalt = 65 %), 2 kg 
10 Maisquellwasser, 0,1 kg {NH4)2 HPO4 und 89,9 kg dest. Wasser, bei Bedarf auf pH 7,2 eingestellt. abgeschwemmt. 
Diese Suspension dient als Impfgutfurdie Schuttelmaschinen-Vorkuitur in 1-Liter-Kolben mit 200 ml Nahrlosung obiger 
Zusammensetzung. 

[0026] Nach einer 30-stundlgen Bebrutungszeit bei 29° C werden mit je 10 Kolben (Gesamtinhalt 2 Liter) 18 Liter 
Nahrlosung obiger Zusammensetzung in einem 30-Liter-Kleinfermenter beimpfl und bei 29** C mit 20 Liter Luft pro 
15 Minute und einer Ruhrgeschwindigkeit von 350 UpM fermentiert. 

[0027] Nach Erreichen von Keimzahlen uber 5 x 1 0^ Keimen/ml wird die Fermentation abgestellt; die Zellen werden 
durch Zentrifugation aus der Fermenterlosung abgeemtet, in einer 2%-igen NatriumalginatlGsung suspendiert und 
durch Eintropfen der Suspension in eine 2%-ige Calciumchloridlosung immobilisiert, 

[0028] Die entstandenen Immobilisatkugein werden mit Wasser gewaschen. DIeser Biokatalysator ist bei +4° C meh- 
20 rere Wochen lagerfahig. 

B. Herstellung der "Isonfierislerten Saccharose" 

[0029] Die wie unter A erhaltenen immobilisierten Zellen werden in einen temperierbaren Saulenreaktor gefullt auf 
25 25 bis 30° C temperiert und mit einer Saccharoselosung mit 35 bis 45 % TS-Gehalt kontinuierllch durchstromt. Die 
Flieligeschwindigkeit wird dabei so eingestellt, dali mindestens 97 % der eingesetzten Saccharose umgelagert werden. 
[0030] Eine HPLC-Analyse der aus dem Saulenreaktor austretenden "Isomerisierten Saccharose" ergab folgende 
Zusammensetzung: 



30 



35 



Fructose 


2,5 % a. TS 


Glucose 


2,0 % a. TS 


Saccharose 


1,0%a. TS 


Isomaltulose 


82.5 % a. TS 


Trehalulose 


9,5 % a. TS 


Isomaltose 


1,5% a. TS 


Oligomere (DP > 3) 


1,0% a. TS. 



C. Entfernung von Restsaccharose 

40 

[0031] Die derart erhaltene "Isomerisierte Saccharose" wurde von der nicht hydrierfahigen Rest-Saccharose befreit, 
indem sie in einem mit H+-lonen beladenen. starksauren Kationenaustauscher bzw. mit geeigneten Enzymen in einem 
Sdulenreaktor wie folgt behandelt wurde: 

45 i) Entfernung der Restsaccharose an starksauren Kationenaustauschem 

[0032] 100 cmfi eines starksauren Kationenaustauschers (z.B. Lewatit(f^) OC 1052) wurden in eine geeignete, auf 
60*" C temperierte Glassaule eingefQIlt und durch Regeneration mit HCI nach bekannter Methode mit H*-lonen beladen. 
[0033] Die nach Beispiel IB erhaltene "Isomerisierte Saccharose" wurde mit einer Fliefirate von 100 cm^ • h-'' durch 
50 die so vorbereitete Kationenaustauschersaule gepumpt. Das am Saulenausgang erhaltene Produkt hatte folgende 
Zusammensetzung (HPLC): 
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Fructose 


3,0 % a. TS 


Glucose 


2,5 % a. TS 


Saccharose 




Isomaltulose 


82.3 % a. TS 


Trehalulose 


9,5 % a. TS 
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(fortgesetzt) 



Isomaltose 


1.5% a. TS 


Oligomere (DP 3) 


1,2% a. TS 



ii) Entfernung der Restsaccharose durch Enzyme 

[0034] 11 g einer immobilisierten Invertase (z.B. SP 362 von NOVO Nordisk, Kophenhagen) entsprechend einem 
Bettvolumen von 33 cm^ wurden in eine geeignete, auf 60° C temperierte Glassaule eingefullt. 
[0035] Die nach Beispiel 1 B erhaltene "Isomerisierte Saccharose" wurde mit eIner Flielirate von 210 cm^ h'"* kon- 
tinuierlich durch diese Saule gepumpt. 

[0036] Eine HPLC-Analyse des aus der "Invertasesdule" austretenden Produkts ergab folgende Zusammensetzung: 



Fructose 


3,0 % a. TS 


Glucose 


2.5 % a. TS 


Saccharose 




Isonrialtulose 


82,5 % a. TS 


Trehalulose 


9.5 % a. TS 


Isomaltose 


1,5% a. TS 


Oligomere (DP > 3) 


1.0% a. TS 



[0037] In belden FSIIen wurde die Restsaccharose vollstandig zu Glucose und Fructose gespalten. Der Gehalt an 
diesen Monosaccharlden war entsprechend hoher. wahrend die anderen Komponenten der "Isomerisierten Saccha- 
rose" nichl verandert wurden. 

D Hydrierung der "Isomerisierten Saccharose" 

[0038] Die jeweils von der Rest-Saccharose befreiten AnsStze der "Isomerisierten Saccharose" wurden an Ra- 
ney-Nickel bei 80° C mit Wasserstoffgas unter Druck von etwa 10 MPa kontinuierlich hydriert. Nach Nickel-Abtrennung 
und Reinigung durch lonenaustausch hatten die Ansatze der unter neutralen Bedingungen hydrierten "Isomerisierte 
Saccharose" etwa die folgende Zusammensetzung: 



Mannit 


1.5% a. TS 


Sorbit 


4,0 % a. TS 


1,6-GPS 


44,4 % a. TS 


1.1 -GPS 


3.8 % a. TS 


1.1 -GPM 


45,3 % a. TS 


hydrierte und nichthydrierte Oligomere 


1.0% a. TS 



[0039] Dieses Produkt ist zwar nach Entfernung von Wasser durch Verdampfen als SuBungsmittel einsetzbar, lalit 
sich jedoch wegen seiner Hygroskopizitat, besonders wegen des Oligomerenanteils nur begrenzt einsetzen, zumal 
die noch vorhandenen Oligomeren teilweise im DQnndarm unter Freisetzung von Sorbit. Mannit und insbesondere von 
Glucose und Fructose gespalten werden und somit in Lebensmittein fOr Diabetiker problematisch sind. 

Beispiel 2: 

[0040] Es wurde analog Beispiel 1 A bis C "Isomerisierte Saccharose" hergestellt, die zur Entfemung von Glucose, 
Fnjctose und Oligosacchariden vorder Hydrierung einer chromatographischen Trennbehandlung unterworfen wurde, 
wobei gleichzeitig ein Verlust an den Disacchariden Isomaltulose, Isomaltose und Trehalulose vermieden werden sollte. 
[0041] Als chromatographische Trennsaule wurde ein temperierbares, mit Siebboden versehenes 10 m langes Rohr 
mit 25 cm Durchmesser venwendet, das vollstandig mit Wasser befullt und anschlieliend mit einem mit Calciumionen 
beladenen starksauren Kationenaustauscherharz mit einer 4 bis 6%igen Vemetzung und einer Komgrolie von etwa 
0,4 bis 0,5 mm derart beschickt war, dali das Harz vollstandig von Wasser bedeckt war. 

[0042] Die nach Beispiel 1 A und B erhaltene "Isomerisierte Saccharose" wurde nach Entfernung der Restsaccharose 
in einer Menge von etwa 18 kg (Trockensubstanz) auf die auf etwa 75° C temperierte Trennsaule aufgetragen und mit 
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entionlslertem Wasser mit einer FlieRgeschwIndigkelt von etwa 2 cm/min eluiert. Am Ausgang der TrennsSule wurden 
alle 10 Minuten Fraktionen gesammelt und deren Zusammensetzung mit HPLC untersucht. 

[0043] In den ersten vier Fraktionen befanden sich etwa 60 % der Oligosaccharide und ferner etwa 10 % der Iso- 
maltulose und etwa 25 % der Isomaltose. Die letzten fQnf Fraktionen enthielten etwa 70 % der Fructose. 10 % der 
5 Trehalulose und 20 % der Glucose. 

[0044] Die Zusammensetzung der resultierenden "Isomerisierten Saccharose" war wie folgt: 



Fructose 


1.0% a. TS 


Glucose 


2,3 % a. TS 


Isomaltulose 


85,1 %a.TS 


Trehalulose 


9.8 % a. TS 


Isomaltose 


1,3% a. TS 


Oligomeren 


0,5 % a. TS 



15 

[0045] Durch diese Art der Trennung lassen sich immerhin etwa 60 % der Oligomeren, 70 % der Fructose und 20 
% der Glucose entfernen, wobei man den Verlust von 10 % der Isomaltulose. 10 % der Trehalulose und 25 % der 
Isomaltose hinnehmen mud. 

[0046] Das erhaltene Produkt wurde analog Beispiel 1 C hydrlert und hatte folgende Zusammensetzung: 

20 



25 



Mannit 


0,5 % a. TS 


Sorbit 


3.3 % a. TS 


1.6-GPS 


43.8 % a. TS 


1,1 -GPS 


3.9 % a. TS 


1,1 -GPM 


48,5 % a. TS 


Oligomere 


0.5 % a. TS. 



[0047] Gegenuber dem Produkt nach Beispiel 1 lag der Gehalt an Sorbit und Mannit niedriger; der Anteil an hydrierten 
und nicht hydrierten Oligomeren betrug nur die HSIfte. 

Beispiel 3: 

[0048] Es wurde analog Beispiel 2 gearbeitet. wobei jedochjetzt die TrennsSule mit einem Zeolithen beschickt wurde, 
35 der ein SI/AI-Verh§ltnis von etwa 50 hatte. 

[0049] Die ersten funf Fraktionen enthielten die gesamte Menge an Oligosacchariden, Glucose und Fructose und 
noch etwa 50 % der Isomaltose. Es traten weder Trehalulose noch Isomaltulose In diesen Fraktionen auf. Da der 
Isomaltosegehalt der "Isomerisierten Saccharose" nach Beispiel 1 bzw. 2 be! 1,5 bzw. 1,3 % a TS liegt, gehen bei 
dieser Arbeitsweise nur etwa 0,8 bzw. 0,5 % der gewunschten Disaccharide verloren. GleichzeitIg werden die uner- 
wunschten Oiigosaccharide, Glucose und Fructose vollstandig entfernt. 
[0050] Die erhaltene "Isomerisierte Saccharose" hatte die folgende Zusammensetzung: 



Fructose 
Glucose 
Isomaltulose 
Trehalulose 


89,0 % a. TS 
10,2% a. TS 


Isomaltose 
Oligomere 


0.8 % a. TS 



50 

[0051] Dieses Produkt wurde analog Beispiel 1 D hydriert und zeigte folgende Zusammensetzung: 





1.6-GPS 


45,3 % a. TS 




1,1 -GPS 


4.1 % a. TS 


55 


1,1 -GPM 


50.6 % a. TS. 



[0052] Dieses von Mannit, Sorbit und Oligomeren befreite Produkt war ein ausgezeichnetes, kaum hygroskopisches 
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und fur Diabetiker geeignetes Suflungsmittel. 
Beispiei 4: 

[0053] Die nach Beispiei 1 erhaltene und bereits hydrierte "Isomerisierte Saccharose" wurde mit einer chromatogra- 
phischen TrennsSule, wie sie in Beispiei 2 vor der Hydrierung verwendet wurde, behandelt, wobei analog etwa 18 kg 
a. TS der nunmehr hydrlerten "Isomerisierten Saccharose" aufgegeben und mit einer Fliefigeschwindigkeit von 2 cm/ 
min eluiert wurden. Allerdings war diese Trenns^ule jetzt mit einem mit Natriumionen beladenen, starksauren Katio- 
nenaustauscherharz beschickt. 

[0054] Die ersten drel Fraktionen enthielten die Oligomeren und etwa 4 % des 1 ,1-GPM. In den weiteren Fraktlonen 
4 bis 8 war der restliche Anteil an 1,1-GPM, der gesamte Antell an 1,1-GPS und etwa 99 % des 1,6-GPS enthalten, 
sowie etwa 50 % des Mannits und nur geringe Antelle des Sorbits. Aus den Massenbilanzen ergibt sich fur das Produkt 
der Fraktionen 4 bis 8 ein Gesamtgehalt von GPM und GPS von etwa 97 Gew.%. Die restlichen Anteile an 1,6 GPS, 
Mannit und Sorbit wurden in den Fraktionen ab Fraktion 9 eluiert. 

[0055] Im Vergleich mit dem Verfahren gemafi Beispiei 2, nach welchem die chromatographische Trennung mit 
erdalkalibeladenen Kationenaustauschern durchgefuhrt wurde, ergibt sich eine bessere Trennung zwischen Disac- 
charid- und Monosaccharidalkoholen, so dali mehr als 97 Gew.% dergewunschten Disaccharidalkohole im Hauptpro- 
dukt gewonnen werden kSnnen, wShrend bel mit Calciumionen beladenen Kationenaustauschem die Ausbeute bei 
etwa 85 % liegt. Oberraschendenweise ergibt sich auch noch der weitere Vorteil, daH mehr als 90 % des als verwertbares 
Nebenprodukt entstandenen Sorbits mit einer Relnheit von mehr 98 % gewonnen werden kann. 
[0056] Die Produktzusammensetzung war wie folgt: 



1.6-GPS 


46.2 % a. TS 


1.1 -GPS 


4,1 % a TS 


1,1-GPM 


49.6 % a. TS. 



Beispiei 5: 

[0057] Es wurde analog Beispiei eine chromatographische Trennung nach der Hydrierung durchgefuhrt, wobei je- 
doch jetzt eine Zeolith-Trennanlage entsprechend Beispiei 3 eingesetzt wurde. Hydrierte "Isomerisierte Saccharose" 
wurde in einer Menge von 15 bis 20 kg (Trockensubstanz) aufgetragen und mit entionisiertem Wasser eluiert. 
[0058] Die Analyse der erhaltenen Fraktionen zeigt, dad Mannit, Sorbit und Oligomere sich vollstandig in den ersten 
5 Fraktionen befinden. AuRerdem sind darin auch etwa 5 % des GPM-Anteils enthalten. Der restliche GPM, der ge- 
samte 1,1-GPS sowie 1,6-GPS finden sich in den Fraktionen 6 bis 16 wieder. 

[0059] Somit gelingt es. mehr als 97 % der envQnschten Disaccharidalkohole frei von Sorbit, Mannit und Oligomeren 
zu gewinnen. 

Beispiei 6: 

[0060] Zur Kristallisation der die Disaccharidalkohole enthaltenden Fraktionen wird ganz allgemein der Wassergehalt 
durch Verdampfen entfernt. Hierzu wurden diese Fraktionen z.B. die nach Beispiei 5 erhaltene Fraktion durch Ver- 
dampfen unter vermindertem Druckauf 90 bis 95 % Trockensubstanzgehaltaufkonzentriert, auf einer gekuhlten Flache 
erstarren gelassen und anschlieflend gemahlen. Es wurde ein feinkdmiges. nicht klebendes und freifliefiendes Produkt 
erhalten. 

[0061] Wenn das Sufiungsmittei in Lebensmittein mit einem hohen Trockensubstanzgehalt eingesetzt werden soli, 
ist es von Vorteil, die Kristalllsatlonsnelgung des 1,1-GPM durch ErhShung des 1,1-GPS zu unterdrucken. 

Beispiei 7: 

[0062] Zur Feststellung der relativen Siifikrafl wurden in einem Dreieckstest von jeweils 15 Versuchspersonen fol- 
gende Losungen miteinander verglichen: 

a) Zwei 7 %ige Saccharoseldsungen gegen eine 15,5 %ige LOsung des neuen SUdungsmittels gemSK Beispiei 3. 

b) Zwei 7 %lge Saccharoseldsungen gegen eine 17,5 %ige L6sung dieses neuen SQliungsmittels. 

c) Zwei 7 %ige SaccharoselOsungen gegen eine 18,5 %ige Losung dieses neuen Suliungsmitteis. 
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[0063] Beim Test a) wurde von sechs Personen das neue SQRungsmittel herausgefunden: Kein statistisch gesicher- 
ter Unterschied zu den Saccharoselosungen. 

[0064] Beim Test b) wurde von zwdlf Personen das neue SuRungsmittel als "siifier" herausgefunden: Statistisch 
gesicherter Unterschied mit p = 0,99. 

[0065] Beim Test c) wurde ebenfalls von zwolf Personen das neue Stillungsmittel als "sOlier" herausgefunden: Sta- 
tistisch gesicherter Unterschied mit p = 0,99. 

[0066] Die Suflkraft des erfindungsgemaflen SuRungsmlttels betragt 45 % der Saccharose. Zur Anhebung der 
Sufikraft lafit sich das neue SuRungsmittel mit Fructose. Xylit, Saccharin. Cyclamat, Aspartam oder Acesulfam-K mi- 
schen. 

Beispiel 8: 

[0067] Zur Herstellung von Speiseeis mit dem neuen Sufiungsmittel wurden 22,1 kg suRe Sahne (40 % Fett I. Trok- 
kenmasse), 58,1 kg Vollmilch (3,7 % Fett i.T) und 4,5 kg IVIagermilchpulver mit 15 kg des Sudungsmittels gemad 
Beispiel 3 und 0,3 kg Stabilisator vermischt, homogenisiert und sterilisiert. Nach der Sterilisation wurden 53 g fein 
gemahlener Phenylalaninasparaginsauremethylester der Eismasse zugesetzt, verruhrt, aufgeschlagen und gefroren. 
Das Produkt hat die gleiche Sufie und den gleichen Geschmack, wie mit 15 kg Zucker hergestelltes Speiseeis. 
[0068] Bei Frucht-Elskrem ist es sogar von Vorteil, auf eine Aufsuliung zu verzichten, da das neue Suliungsmittel 
den Fruchtgeschmack wesentllch besser zur Geltung bringt. 

Beispiel 9, 

[0069] Zur Herstellung einer kalorienarmen Erdbeerkonfitiire wurden 1 kg zerkleinerte Erdbeeren zusammen mit 1 
kg des neuen SuBungsmittels gemad Beispiel 3 und 8 g eines mittelveresterten Pektins mit 150^ SAG-USA (Ullmann, 
Enzyklopadie der technlschen Chemie, 3. Auflage, Bd. 13, S. 180) sowie 7 g Weinsaure, drel Minuten lang gekocht 
und in vorbereltete Glaser abgefullt. 

[0070] Bin Verglelch mit einer mit Zucker hergestellten KonfitQre zelgte keinen Unterschied bezuglich Konsistenz, 
die Sufle war etwas geringer, daftir jedoch der Erdbeergeschmack spurbar starker. Nach Lagerung von sechs Monaten 
Dauer zelgte sich keine Kristaltisationsneigung des SQflungsmittels. 



Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung eines SuBungsmittels mit einem Gehalt an 6-0-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit 
(=1,6-GPS), 1-0-a-D-Glucopyranosyl-D-sorbit (=1.1-GPS) und 1-0-a-D-Glucopyranosyl-D-mannit (=1,1-GPM) 
durch enzymatische Umwandlung von Saccharose in ein von/viegend Isomaltulose enthaltendes Produkt und spS- 
tere Hydrlerung zu 1.6-GPS. 1.1 -GPM und 1.1 -GPS enthaltenden Produkten. dadurch gekennzeichnet, dass 
man 

a) in einem ersten Verfahrensschritt Saccharose enzymatisch unter Einsatz von Immobilisierten Zellen von 
Bakterienstammen aus der Gruppe von Protaminobacter rubrum (CBS 574.77). Serratia plymuthica (ATCC 
15928), Serratia marcescehs (NCIB 8285), Leuconostoc mesenteroides (NRRL-B 512 F(ATCC 1083a))und 
Enwinia rhapontici (NCPPB 1578) in ein als "isomerisierte Saccharose" bezeichnetes, Trehalulose und Iso- 
maltulose enthaltendes Saccharidengemisch mit einem DIsaccharidanteil von mehrals 85 Gew.-% umwandelt, 

b) in einem zweiten Schritt die "isomerisierte Saccharose" von nicht isomerisierter Restsaccharose durch 
enzymatische und/oder H"^ katalysierte Spaltung befreit, 

c) In einem weiteren Verfahrensschritt die "Isomerisierte Saccharose" katalytisch hydriert. wobei vorzugsweise 

d) entweder vor oder nach der katalytischen Hydrierung das erhaltene Gemisch einer chromatographischen 
Trennung untenvorfen wird. 

e) und das SOISungsmittel Isoliert. das 10 bis 50 Gew.-% 1,6-GPS. 2 bis 20 Gew.-% 1.1 -GPS und 30 bis 70 
Gew.-% 1.1-GPM enthalt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass man die chromatographische Trennung zur Entfer- 
nung der In der Mischung enthaltenen Oligosaccharidalkohoie und/oder Monosaccharidalkohole an mit Natrium-. 
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Kalium- Oder Calcium-tonen beladenen, starksauren Kationenaustauscherharzen oder an Zeolithen mit einem Si/ 
Al-Verhaltnis >50 durchfuhrt. 

3. Suflungsmittel mit einem Gehalt an 1,6-GPS, 1,1-GPS und 1,1-GPM, hergestellt nach einem Verfahren gemSR 
5 der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das SuRungsmittel 10 bis 50 Gew.-% 1,6-GPS. 2 bis 

20 Gew.-% 1,1-GPS und 30 bis 70 Gew.-% 1,1 -GPM enthalt. 

4. SuBungsmittel nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass in dem Sudungsmittel 25 bis 50 Gew.-% 
1,6-GPS, 2 bis 20 Gew.-% 1,1-GPS und 35 bis 60 Gew.-% l.l-GPIVI enthalten sind. 

10 

5. Suflungsmittel nach einem der Anspruche 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, dass es geringe Mengen Mannit, 
Sorbit, hydrierte oder nicht hydrierte Oligosaccharide (Polymerisationsgrad DP>3) oder Gemische dieser enthalt. 

6. Verwendung von Stiflungsmitteln nach einem der Anspruche 3. 4 oder 5 in fester oder fliisslger Fomi als Suliungs- 
^5 mittel fur Nahrungs- und Genussmittel. 



35 



Claims 

20 1. Method for producing a sweetening agent having a content of 6-0-a-D-glucopyranosyl-D-sorbitol (=1 ,6-GPS), 1-0- 
a-D-glucopyranosyl-D-sorbitol (=1,1-GPS)and 1-0-a-D-glucopyranosyl-D-mannitol (=1,1-GPM) by enzymatically 
converting saccharose into a product containing mainly isomaltulose, and later hydrogenation to fonm products 
containing 1,6-GPS, 1.1-GPM and 1.1-GPS characterised in that 

25 a) in a first method step, saccharose is enzymatically converted using immobilised cells of bacteria strains 

from the group of Protaminobacter rubrum (CBS 574.77). Serratia plymuthica (ATCG 15928). Serratia marc- 
escens (NCIB 8285), Leuconostoc mesenteroides (NRRL-B 512 F(ATCC 1083a)) and Erwinia rhapontici 
(NCPPB 1578) into a saccharide mixture, which is termed "isomerised saccharose" and contains trehalulose 
and isomaltulose, having a disaccharide portion of more than 85% by weight. 

30 

b) in a second step the "isomerised saccharose" is freed from non-isomerised remaining saccharose by en- 
zymatic and/or H"^-catalysed dissociation, 

c) in a further method step the "Isomerised saccharose" is catalytically hydrogenated. in which case preferably 

d) either before or after the catalytic hydrogenation, the mixture which is obtained Is subjected to chromato- 
graphic separation, 

e) and the sweetening agent Is isolated which contains 10 to 50% by weight 1.6-GPS, 2 to 20% by weight 
^0 1 .1 -GPS and 30 to 70% by weight 1 ,1-GPM. 

2. Method according to claim 1 , characterised in that the chromatograhic separation for removing the oligosaccha- 
ride alcohols and/or monosaccharide alcohols contained in the mixture is carried out on strongly acidic cationic 
exchanger resins charged with sodium ions, potassium ions or calcium ions, or on zeolites having a Si/AI ratio of 

45 >50. 

3. Sweetening agent having a content of 1,6-GPS, 1,1-GPS and 1,1-GPM, produced according to a method in ac- 
cordance with claims 1 or 2, characterised in that It contains 

10 to 50% by weight 1 ,6-GPS, 
50 2 to 20% by weight 1 , 1 -GPS and 

30 to 70% by weight 1 , 1 -GPM. 

4. Sweetening agent according to claim 3, characterised In that It contains 

25 to 50% by weight 1,6-GPS, 
55 2 to 20% by weight 1 ,1-GPS, 

35 to 60% by weight 1 ,1-GPM. 



5. Sweetening agent according to one of the claims 3 or 4 characterised in that It contains small amounts of mannltol, 
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sorbitol, hydrogenated or non-hydrogenated oligosaccharide (degree of polymerisation DP > 3) or mixtures of 
these. 

6. Use of sweetening agents according to one of the claims 3,4 or 5 in solid or liquid form as a sweetening agent for 
foodstuffs and luxury foods. 



Revendications 

1. Precede de fabrication d'un edulcorant ayant una teneur en 6-0-a-D-glucopyranosyl-D-sorbite (=1 ,6-GPS), 1-0- 
a-D-glucopyranosyl-D-sorbite (=1.1-GPS)et 1-0-a-D-glucopyranosyl-D-mannite (=1,1-GPM), par conversion en- 
zymatique de la saccharose en un produit contenant principalement de I'isomaltulose et hydrogenatlon ulterieure 
pour donner des produits contenant du 1,6 GPS, de la 1.1 GPM et du 1.1 GPS. caract6ris6 en ce que 

a) lors d'une premiere 6tape du precede, on convertit la saccharose par vole enzymatique en utilisant des 
cellules immobilis6es des souches bacteriennes issues du groupe de Protaminobacter rubrum (CBS 574.77), 
Serratia plymuthica (ATCC 15928), Serratia marcescens (NCIB 8285), Leuconostoc mesenteroldes (NRRL-B 
512 F(ATCC 1083a)) et Erwinia rhapontici (NCPPB 1578) en un melange de saccharides contenant de la 
trehalulose et de I'isomaitulose. denomme "saccharose isomeris6e" ayant une proportion de disaccharides 
sup6rieure d 85% en poids, 

b) lors d'une deuxieme etape, la "saccharose isom6risee" est d6ban-ass§e de la saccharose restante non 
isomeris6e par dissociation enzymatique et/ou catalys^e par H'*', 

c) iors d'une 6tape ulterieure du proc6d6, la "saccharose isom^ris^e" est hydrog^n^e de fagon catalytique, 
ou de preference 

d) de melange obtenu est soumis soit avant soit apr^s hydrogenation catalytique, d une separation chroma- 
tographique. 

e) et I'edulcorant est isole contenant de 10 d 50% en poids de 1.6 GPS. de 2 ^ 20% en poids de 1,1 GPS et 
de 30 d 70% en poids de 1 ,1 GPM. 

2. Precede selon la revendication 1, caracterise en ce que Ton effectue la separation chromatographique visant d 
eliminer les alcools d'oligosacccharides contenus dans le melange et/ou les alcools de monosaccharides sur des 
resines echangeuses de cations charg^es en ions sodium, potassium ou calcium, fortement acides. ou bien sur 
des zeolithes ayant un rapport Si/AI >50. 

3. Edulcorantayantuneteneuren 1,6GPS, 1,1 GPSet1,1 GPM, fabriqu6suivantunproc6d6 selon les revendications 
1 ou 2, caracterise en ce qu'il contlent 

de 10 a 50% en poids de 1.6 GPS, 
de 2 d 20% en poids de 1 .1 GPS et 
de 30 d 70% en poids de 1 .1 GPM. 

4. Edulcorant selon la revendication 3. caracterise en ce qu'il contient 

de 25 a 50% en poids de 1 ,6 GPS. 
de 2 ^ 20% en poids de 1,1 GPS, 
de 35 e 60% en poids de 1 .1 GPM. 

5. Edulcorant selon I'une des revendications 3 ou 4, caracterise en ce qu'il contient de faibles quantites de mannite. 
sorbite, d'oligosaccharides hydrogenees ou non hydrogenees (degre de polymerisation DP > 3) ou bien des me- 
langes de ces produits. 

6. Utilisation d'edulcorant selon Tune des revendications 3, 4 ou 5. sous forme solide ou liquide comme edulcorant 
pour des produits alimentaires et de consommation. 



